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された内因性 トリグリセリドや腸管由来の外因性 トリグリセリドを脂肪組織と筋肉へ と運










新 しい レセプター を見つけ、その構造 と発現を明らかにした。アポEレ セプター2と名づ
けられたこのレセプターはリガンド結合 ドメイン、EGF前駆体相同ドメイン、0一結合糖
















Capecchiらを中心 に相同組換えにより特定の遺伝子を欠損させたES細胞を単離 し、 これ
を用いてキメラマウスを作 り、最終的にES細胞由来の遺伝子を持つノックアウ トマウス
を作 り出す技術が確立された。











ヒ トアポEレ セプター2のcDNA断片をプローベとして用い、マウスアポEレ セプター
2cDNAを単離し、その全塩基配列を決定 した。130万のマウス脳cDNAライブラリーを
スクリーニングした結果、3.Okbと2.5kbのインサー トを持つpmApOER21とpmApoER
22が得 られ、長いインサー トを持つpmへpoER21の全塩基配列を決定 した。その結果、マ












Fig.4に示すようにリガンド結合 ドメイ ンの繰返 し数の異なる603bp、727bp、982bp、
1106bpのバ ンドが検:出された。シークエンス した結果、603bpのバンドはリピー ト
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(1,2,3,7)を持 ち 、727bpのバ ン ドは リ ピー ト(1,2,3,7,8)を含 む ことが 明 らか に な っ
た 。 また 、982bpのバ ン ドと1106bpのバ ン ドは各 々 リ ピー ト(1,2,3,4,5,6,7)と
(1,2,3,4,5,6,7,8)を持 つ レセ プ タ ー に対 応 す る ことが示 唆 され た。 リ ピー ト(1,2,3,7)、
リピー ト(1,2,3,7,8)、リピー ト(1,2,3,4,5,6,7)、リピー ト(1,2,3,4,5,6,7,8)の組
み合 わせ を持 つ レセ プタ ー を各 々apoER2△(4,5,6,8)、apoER2△(4,5,6)、
apoER27R、apoER28Rと名 付 け た。 出生 直後 と一 週令 には 、apoER2△(4,5,6,8)と
apoER2△(4,5,6)が主要 転 写産 物 と して検 出 され 、そ の後 成 長 に伴 い次 第 に4つ の転 写
産 物 が検 出 され た。
同様 に、細 胞 質 ドメ イ ン をRT-PCRによ り解 析 した結 果 、 アポEレ セ プ ター2の 細 胞 質
ドメイ ンに特 徴 的 な59アミ ノ酸 の挿 入配 列 を持 つ 転写 産 物 と持 た な い転 写産 物 が マ ウ ス
の脳 と精 巣 にて 検 出 され た(Fig.5)。この 挿 入配 列 は 、ニ ワ トリで は検:出され な い こ とか ら、
哺 乳動 物 の アポEレ セ プ ター2に 特 異 的 な選 択 的 ス プ ライ シン グ と考 え られ る。
Fig.6は組 織 特 異性 を示 した も ので あ る。 マ ウス の アポEレ セ プ ター2mRNAは 約4.2
kb、4.5kbと8.5kbの転 写産 物 と して検 出 され た。 脳 で は8.5kbのRNAが主 要転 写 産 物
で あ る の に対 し、精 巣 と卵巣 で は4.2kbと4.5kbが主 要転 写 産 物 で あ った 。
Fig.7はマ ウス にお いて ア ポEレ セ プ ター2とVLDLレ セ プタ ー の成 長 に伴 う発 現 の変化
を解 析 した もの で あ る。 マ ウ スア ポEレ セ プタ ー2は 出 生直 後 に最 も高 く発 現 し、そ の後
成長 に伴 い次 第 に減 少 した 。VLDLレ セ プ ター も出生 直後 に比較 的高 く発現 して い るが 、
成長 に伴 い あ ま り変 化 が見 られ な か っ た。 この 結果 よ り、 アポEレ セ プタ ー2は 脳 の成長









でいた。マウスに特異的なリガンド結合 ドメインのリピー ト8をコー ドするの部分は独立
して存在 していた。 このエクソンをエクソン6'と名付けた。マウスアポEレ セプター2遺









に導入 し、相同組換えによ り導入遺伝子と置換 させる方法である。この方法によ りある特
定の遺伝子を欠損 した個体(ノ ックアウ トアニマル)を 作る事が可能になった。相同的組
換えによりES細胞に導入する改変 した遺伝子 をターゲッティングベクター と呼ぶ。
マウスアポEレ セプター2遺伝子のエクソン10とエクソン15との間に抗生物質(neo)











入された細胞 を選択するために、neo耐性G418を添加 した培地中で10日間培養 し、陽
性細胞をスクリーニングした。その結果、ベクターDNAが 導入されてない細胞やベクタ
ーDNAが ランダムに導入された細胞が除去され、5.2x108cenから384個のコロニーが
単離された。384個のneo耐性細胞を、Fig.10に示 したプライマーを用いてPCRに よ り
解析した。プライマは相同組換えが起 こった場合のみ1.6kbのDNAが増幅されるよう設





























ー ドし、シグナル配列を除 くリガンド結合 ドメイン、EGF前駆体相同 ドメイ ン、○一
結合糖 ドメイン、細胞膜貫通 ドメイン、細胞質 ドメインはヒトレセプターと85%以上
のアミノ酸が同一であることが示された。ヒトレセプターと異な りマウスレセプター
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論 文 審 査 結 果 要 旨
腸管 で吸収 された食事 由来 の脂 質や肝臓 で合成 された コレステ ロールや中性脂肪 は血中を リボ蛋 白
の形で輸送 され,種 々の細胞 の表 面に存在す る特異的な レセプターを介 して細胞 中に取 り込 まれ,代
謝 され る。最近,遺 伝子実験施設の金 束浩 らは,LDLレ セプ ター,VLDLレ セ プターに構造が類似 し
た新 しい レセプターを見つけ,そ の構造 と発現を明 らかに した。 アポEレ セプ ター2と 名づけ られた
この レセ プターは リガン ド結 合 ドメイ ン,EGF前 駆体相 同 ドメイン,0一結合糖 ドメイ ン,細 胞 膜 貫
通 ドメイ ン,細 胞質 ドメイ ンの5つ の ドメイ ンか ら構 築 され,各 ドメイ ンの ア ミノ酸 はLDLレ セプ
ターとVLDLレセプターに高度に保存 され ている事が示 され た。
本研究 では,第1に マ ウスアポEレ セプター2の 構造,調 節 と役割を明 らか にす る 目的で,マ ウス
の アポEレ セプター2cDNAを 単離 し,そ の構造 と発 現 を 明 らか に した。 また,第2に 単離 した
cDNAと遺伝子を用 いてジーンターゲ ッテ ィングに よるアポEレ セフ.ター 2欠 損マ ウスを作製す る事
を 目的 とした。
マ ウスアポEレ セ プター2cDNAは,2988塩基,996アミノ酸か らなる蛋 白質を コー ドし,シ グナル
配列 を除 くリガン ド結合 ドメイ ン,EGF前 駆体相同 ドメイ ン,0一結合糖 ドメイ ン,細 胞膜 貫 通 ドメ
イ ン,細 胞質 ドメイ ンは ヒ トレセ プター と85%以上 のア ミノ酸が同一 であることが示 され た。 リガン
ド結合 ドメイ ンは ヒ トレセプター と異な り8個 の リピー トが存在 し,mRNAのRT-PCRの 結 果,ヒ
ト同様 に7回 の繰返 し配列か らな る レセ プター とリピー ト4,5,6,8,リ ピー ト4,5,6を 欠
損す る分子種 が選択 的スプライシングに よ り生成 され る事が明 らか にな った。 マ ウス ア ポEレ セ プ
ター2遺 伝子のエ クソンとイ ン トロンの構成 は,リ ガン ド結 合 ドメイ ン中の リピー ト8を コー ドす る
エ クソン以外 は ヒ トと完全に一致 していた。 また,FISH法よ り,マ ウスアポEレ セ プタ ー2遺 伝子
は染色体4C5-7に 存在 している ことが 明らかにな った。
一方 ,ア ポEレ セプター2の 変異遺伝子 のターゲ ヅテ ィングベ クターを構 築 し,エ レク トロポ レー
シ ョン法に よ りES細胞 に導 入 して,ア ポEレ セプター2遺 伝 子を部分 的に欠損す るES細胞を樹立 し
た。相同組換 えES細胞 は凝集法を用いて,キ メラマウスを作製 し,14匹のヘテ ロ接合体を得 て,ヘ テ
ロ接合体同士の交配 に よりホモ接合体 が得 られた。
本研究に よ りマウスアポEレ セプター2の 構造 と発現が明らか に され た。 また,ジ ー ンターゲ ッ
テ ィングに よ りアポEレ セ プター2欠 損 マウスが作 製 され た。 これ らを解析す る こと よりアポEレ セ
プター2の 役割が明 らかになる と思われ る。 これ らの結果 は リボ蛋 白質研究 に新 しい知見 を提供す る
ものである。 よって,審 査員一 同は本論文提 出者は博士(農 学)の 学位 を受 けるに値する と判定 した。
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